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I. THE REACTION OF HUMAN GL YCOSYLATED MINOR HEMOGLOBINS， 
HB Aw  Arb' A1az， Arap AND HB HOPE，β136(H 14)GLY→ ASP， WITH 
OXYGEN AND CARBON MONOXIDE 
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Second Department 01 Physiology， Nara Medical University 
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SummaηThe kinetics of the ligand binding to the glycosylated minor components 
of human adult hemoglobin (Hb A1C' A1b， A1a2 and A1a1) and a variant hemoglobin， Hb Hope， 
were studied with the stopped-flow method. The rate constants of O2 dissociation and CO 
association for the minor hemoglobins were less affected by 2， 3-diphosphoglycerate (DPG) 
or inositol hexaphosphate CIHP) than for the major component， Hb Ao. The rate constants 
for Hb A1a1 and A1a2 were practically unaffected by these organic phosphates. As for Hb 
Hope， the effects of DPG and IHP were reduced on the CO association rate constantC1う， but 
not on the O2 dissociation rate constant (k). These results were consistent with the O2 
equi1ibrium findings. Hb A1aI and A1a2， and Hb Hope exhibited biphasic O2 dissociation 
kinetic profiles. The rate constants for the slow phase were in good agreement with that 
of O2 dissociatiGn from the isolated αchain of normal human adult hemoglobin (Hb Ao). 
The rate constant of O2 dissociation from the isolated βchain of Hb Hope was approxi-
mately 4 times larger than that from the βchain of Hb Ao・Itis highly probable that the 
biphasic O2 dissociation kinetics reflect the large difference in reactivity to the ligand 
between αand βchains. 1 discuss the structure-function relationship of these β-variant 
hemoglobins from a kinetic standpoint. 
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1958年， Allenらは陽イオン交換樹脂 AmberliteIRC 
-50を用いたカラム .17ロマト法により，ヒト成人ヘモグ



















く， Hb Aral' Hb Ara2においては，これら有機リン酸は
ほとんど O2親和性低下効果を示さない.微少成分の構




てはその構造の詳細は今なお不明である.Hb Arah Ara， 
にはそれぞれ 2リン酸 1リン酸化合物の結合している
ことが実証されているものの，その実体は明らかにはさ
れておらず，また HbA1bについては， β鎖 N末端に糖
ではなくヒソレピン酸が結合しているとの最近の報告もあ
る5). 機能的観点からみた場合，これらグリコ、ンノレ化 Hb

















Hb(Hb Hop巴)8)1こついても，同様な検討を試みた. Hb 
Hop巴の構造異常はβ鎖にあり， β136のGly残基が
Asp残基に置換されている〔β136(H14)Gly→Asp). 
機能的には， 0，平衡面で 0，親和性の低下， DPG効果，
アニオン効果， Bohr効果の低下などの特性を有する8)
グリコシノレ化 Hbは一種の化学修飾(ch巴mically
















70(Bio-Rad Lab.， 200~400 mesh)を担体とする 2段階
ーイオン交換クロマトグラフィ一法により行った.まず
第 l段階として， CO飽和リン酸ナトリウム緩衝液
(0.0625 M N a+， pH 7.18)9)と平衡した Bio-Rex70カ
ラム (8.5x 38 cm)に10%Hb溶液〔総量約 16g)を添加，
同緩衝液で溶出し， Hb Ara+b画分と Arc画分を得た.カ
ラム上部に吸着した主成分 HbA。は 1M NaClで溶出
した第 2段階は， CO飽和 0.05Mリン酸カリウム緩衝
液(pH6.60)と平衡させた別の Bio-Rex70カラム (3x 
50 cm)にAra+b画分または A1c画分を添加し，さらに分
画した Araゅを添加した場合は， CO飽和 0.05Mリン
酸カリウム緩衝液(pH6.60)で溶出を開始， Aral次いで
Ara，画分が溶出した後， 0 -0.1 M N aCl直線濃度勾配で
Arbを溶出した(Fig.1 a). A1C添加カラムの場合は，CO 
飽和した 0.1M NaCl合 0.05Mリン酸カリウム緩衝液
(pH6.60)で溶出した(Fig.1 b). 
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Fig. 1. Cation-exchange chromatographic separation of the human glycosylated minor hemoglobins on Bio 
Rex 70 column. (a)Hb A1a+b was r巴solvedinto Hbs A1a1， A1a， and A1b by isocratic elution. Hb A1b was 
elut巴dwith a linear gradient of 0-0.1 M NaCl (一一 ). NaCl conc巴ntrationwas monitored by 
conductivity measurement of the effluents. Th巴fractionsize was 5.3 ml. (b) Hb A1C was eluted with 
the buffer containing 0.1 M N aCI. The fraction size was 9.0 ml. 
得られたグリコシノレ化 Hb各微少成分および主成分
Hb A。は， CO飽和脱イオン水に対し一夜透析した後
(4 'C)，混合床イオン交換樹脂 AG501-X 8(D) (Bio 
Rad Lab.， 20-50 mesh)カラム (0.9x 40 cm)で脱塩
(stripping) した.最終標品について，灰化後 Ames&
Dubinの方法10)でりんの定量を行ったところ， Hb Ao， 
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Fig. 2. Starch gel electrophoresis of human glycosylated minor hemoglobins (A1C， A1b， A1a， and A1a1) and their 
hybrids with canine hemoglobin. Tris-EDTA-Borate buffer (pH 8. 6) and Amido Black 10B stain. Se巴
text for the巴xplanation.Ao: Hb Ao and Can ・canineI-Ib 
修飾のある場合(2)'には，もっとも陽極側のバンドの易動 上に通気した.
度が (1)と は異なるはずである1 ) Hb試料の場合，
3. Hb Hop凹巴および単離β鎖 〔伊βHo叩peり) の調製 (川1υ) 0仏2解離反応:oxyHb溶液(16-20μMへム当
Hb Hop酔巴は Bio-Rex7叩0カチオン交換グロマトグラ 量〕を N，飽和 dit白hio叩nit白巴溶液〔α12mM)と急急、速混合， 415 
フイ一 pロマトフオ一カス法
Fロマトブオ一カス法による分離に際し，試料中に混入 (2) O，-CO置換反応:oxyHb溶液(16-20μMへム
残存するポリパッファ-PB 96 (Pharmacia)は， 80%飽 当量〉を CO飽和 dithionit巴溶液(12mM)と急速混合し，
和一硫安で Hbを塩析後，同溶液で 3回洗浄，遠沈を反復 420nmにおける吸光度変化を測定した.
し，除去した.さらに脱イオン水に対し透析後，上記の (3) CO結合反応:deoxyHb溶液(約 10μMヘム当
混合床イオン交換カラムにより脱塩し，液体 N，凍結，冷 量〕を CO溶液〔約 200JlM)と急速に混合して， 420 nm 
凍保存(-900C)した.βHopeの単離は酸性下p一chlor における吸光度変化を追跡した. deoxyHb溶液は， N， 
omercuribenzoate(PCMB)を用いる Bucci-Fronticelli 飽和緩衝液で oxyHb試料を希釈し，これに極微量の
法叫により行い， β メノレカプトエタノーノレおよびゲノレろ dithioniteを添加して作製した.
過グロマト法(SephadexG-10)叫により PCMBを除去 の Hb単離鎖〔βHOP8，βりの場合，
した後， SH滴定l勺こより Hgが完全に除去されたこと 0，解離反応は， oxyHb溶液〔約 7μM)とN，飽和 dith目
を確認した.最終標品は，限外ろ過器およびコロジオン ionite溶液(12mM)，0，結合反応は， deoxyHb溶液(約
バッグで濃縮， CO型とし，密栓して氷冷保存(40C)し 8μM)と0，溶液(88μM)を急速混合し，それぞれ 415，
た.以上の操作は全て， CO飽和条件下，氷冷中(40C)で 430 nmにおいて測定した.
行った deoxyHb溶液の作製に当たっては，先の論文15)で述べ
4 ストップトフロー法による速度論測定 たのと同様， dithionite， Sephadex G-25(Pharmacia 
ストップトフロー分光光度計 RA-401(ユニオン技研 FineChem.)カラムおよび脱気 N，通気による方法を
を使用した15) 光路長 10mmまたは 2mmの観測セノレ 用い， d巴oxy化の完了は 555nmと540nmでの吸光度比
を用い，不感時間(d巴adtime)はそれぞれ駆動圧 6およ が1.24以上であることを目安として確認した.
び7kg/cm'下，約 2ms， 0.9msであった. Hb試料 3) 緩衝液:グリコシノレ化 Hb微少成分および Hb
は，全て変性，自酸化を避けるため CO型として保存して Hop巴については 0.05M Bis-trisを，単離鎖については
あるので，測定に先立ってまずこれを oxy型に変換する O.lMリン酸(pH7ーのを緩衝液として用いた.O，-CO
必要がある.この目的には，氷室内で至近距離から強光 溶液は，空気-COと平衡させた緩衝液を N，飽和緩衝液
(100 W)を照射しつつ，水蒸気飽和 100% 0，を試料液面 で希釈し作製した.0"CO濃度は，水溶液に対ーする溶解
ヘムたんぱく ガス状リガンド結合の反応速度論 (345) 
1. グリコ、ンノレ化 Hb各成分および HbHopeの分離
とO2平衡
1) 試料 Hbの単離・純化










単離した各 Hb微少成分(stripped)の， 0.05 M Bis- と比較した結果で， CIーによる O2親和性低下効果〔アニ
tris緩衝液(pH7.3)中での O2平衡曲線(20.O'C)をFig. オン効果〕は明らかに HbAo， AIc， A1a2の順に低下して
3に示す.Bis -tris(bis( 2 -hydroxyethyl)iminotris いることがわかる. Fig.4bはDPG効果についての比較
(hydroxymethyl)methane)緩衝液中には， pH調整に用 で， Hb Ao， AIc， Ara1の順に減弱がみられ，特に A1a1に
いた HCIに由来する微量(0.009M)のCI以外には， Hb おいては当該効果の完全な欠損が観察された.Hb Hope 
-02平衡に影響する allostericeffectorは無い.したが のO2平衡特性に関しては既に報告したように81， intrin-
って，ここにみる O2平衡特性は，Hbのintrinsicな特性 SlCなO2親和性の低下のほか一連のエフェグター(H+，
を反映するものと考えることができる. HbA。に比べCl-， DPG， CO2)とのヘテロトロピックな相互作用にも多
Hb Arc， A1b， Ara2， A加の順に平衡曲線の右偏(P50の上 かれ少なかれ低下を認めた.しかし，協同性に関しては
昇=02親和性の低下〉がみられるだけでなく，曲線の扇 全く変化がみられなかった (Hill 定数‘n' ニ 2.8~2.9).
平化(Hill定数‘n'の低下=協同性(coop巴rativity)の低 2 グリコ、ンノレ化 Hb各成分と HbHop巴の酸素化，
下〉が同時にみられる.協向性の低下は，さらに多数例に 脱酸素化反応速度
度係数16，17)により算出した y








Dowex 50 WX  8(Dow Chemicals， 200~400 mesh， H+ 
型〉を加えてよく振り混ぜ，遊離酸型に変換，ついで、濃
NaOH液により pHを 7.2に調整し，りん定量結果10)を
基に 20mM溶液とした後，氷室中に保存した. IHP 
(Sigma)は， Na塩をそのまま水溶液として用いた.
結 果
O 5 10 
P02 (mmHg) 
15 
Fig. 3. Intrinsic oxygen equilibrium curves of the 
glycosylated minor hemoglobins and the 
major component， Hb Ao. Hb Ao (口)， HbA1C 
(.A.)， Hb A'b (ム)， Hb A1a2 (・)， HbA凶 (0)
0.05 M Bis-tris， pH 7.30， O. 009M Cl-， 20'C 
Table 1. Decreased cooperativity in oxygen 




as expressed by 


















Figures in parentheses are nurnber of deterrninations 
ついても確かめられた(Table1). O2親和性および協同 1) O2解離反応
性の低下に加えて，さらに一連のヘテロトロピックな相 oxyHbとN2飽和 dithioniteを用い，ストップトフロ
互作用に関しても低下がみられた. Fig.4 aはアニオン ー法により O2解離反応
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Fig. 4. Oxygen equilibrium curves of human glycosylated minor hemoglobins in th巴presenceand absence of CI 
or DPG， as compared with those of Hb Ao. (a) 0 -0 : O.05M Bis-tris (pH 7.3)，・・:0.05M Bis 
-tris-1.0M NaCI (pH 7.3)， (b)O-O : 0.05M Bis-tris-0.1M NaCI (pH 7.3)，・-・:O. 05M Bis-tris 
-0 .1M N aCI-1mM DPG (pH 7.3). [Hb]: 4.7 x 10-5M， 20. O"C. N ote the marked reduction of the CI 
or DPG effect in the minor hemoglobins 
のov巴rallな速度定数(k)を求めた.一次反応プロットし (0，) (CO)3→ Hb(CO)4 (4) 
た反応経過からみて， Hb Ao， A，c， A'bについてはー次反











































Fig. 5. First-order plots of 0， dissociation from (a) Hbs Ao (0)， A1C (e)， (b) A1a1， (c) A1a， and (d) Hb Hope. 
0.05M Bis-tris， pH 7.20， O.lM Cl-， 20oC. Aft巴rmixing， [HbO，J : 8~9μM and [N a，S，O，J : 5mM 
Observed at 415nm. Dashed lines in (b)， (c) and (d) are slow phase (upper) and fast phas巴(Jower).
(b) 
、、、















の初期過程の勾配より oxyHbから最初の 0，分子の解 まず， DPG非存在下における kについてみると， Hb 
離 AlCOAlbは主成分 HbA。とほぼ同様の値を示したが， Hb
Hb(Oム!:iHb(Oム十0， (6) A1al， A1a2および HbHopeは2相性を量し，速い相の k
値は前 3者のそれに比し明らかな高値を示した.DPGの
の速度定数(k4)を求めた(Tables2，3，4). 添加により，主成分 HbA。および HbHopeの速い相に
3) CO結合反応 おいて軽度ながら kの増大がみられたが，グリコシノレ化
CO結合反応 Hb各成分については，みるべき変化はなかった.
Hb+CO→HbCO (7) k，についてみると， DPG非存在下において， HbA1alo 
は，今回の実験条件下では全て擬一次反応として扱うこ A1a，は主成分 HbA。に比べ，大きな値を示した.一方，
とができた(Fig.5). 一次反応プロットの勾配より擬一 全 Hbを通じ， k4に対する DPG効果は，ほとんど認めら
次速度定数を求め，これを[CuJで除すればoverallCO れなかった.
結合速度定数(Jつが求められる(Tables2，3，4). l'に関しては， DPG非存在下において Hb A1alo Hb 
3. 速度定数に対する DPGの効果 Hop巴の値は，主成分 HbAoの約 2/3であった.DPGの
速度定数 k，k4， l' iこ対する DPGの効果を，各 Hbにつ 添加により，主成分 HbA。の l'値は約 50%に低下した.




















Fig. 6. First-order plots of CO association to Hb A1a2 
(0， e) and Hb Ao (ム，企).Open symbols : 
without DPG， c10sed symbols: with 500μM 
DPG. O. 05M Bis-tris， pH 7.20， 0 .1M CI一， 20"

















若干の増大に止まり， AIb) Ara2) AIa1で、はほとんど変化が




Table 2. Effect of 2， 3-diphosphoglycerate (DPG) on the ligation rate constants of 
human glycosylated minor hemoglobins (A1C， A1b， A1a2， A1al) and a variant 
hemoglobin (Hb Hope) 
No DPG 500μMDPG 
Hemoglobins 
k k， k k， 
(S-I) (c') 〔μM-1s-l) (cl) (S-I) 〔μM-lcl)
A'al 97， 23本 23 0.10 97， 23キ 23 0.11 
A'az 95， 26* 23 0.18 93， 24* 22 0.18 
A'b 33 19 0.20 32 17 0.19 
A，C 29 15 0.25 29 13 0.20 
A。 34 18 0.15 43 19 。.091
Hb Hope 77， 21地 21 0.11 85， 20場 22 0.085 
* : biphasic. k : the O2 dissociation rate constant， k，・ therate constant of 0， dissociation with CO 
replacement and 1': the CO association rate constant. 0.05M Bis-Tris， pH 7.20， O.lM C1-， 20"C. 
Table 3. Eff巴ctof inositol h巴xaphosphate(IHP) on the ligation rate constants of 
human glycosylat巴dminor hemoglobins (AIc， A1b， A1a2， A1al) and a variant 
hemoglobin (Hb Hope) 
No IHP 500μMIHP 
Hemoglobins 
k k， k k， 
(c') (S-I) (μM-'c') (S-I) (c') 〔μM-1s-l)
Aral 97， 23ホ 23 0.10 96， 24* 23 0.10 
A1a2 95， 26* 23 0.18 94， 24本 24 0.17 
Arb 33 19 。目20 34 19 0.15 
Arc 29 15 0.25 35 17 0.11 
A。 34 18 0.15 65 25 0.058 
Hb Hope 77， 21本 21 0.11 90， 19* 23 。目76







果がみられたが，Albでは明らかに減弱し， A1a" A1al Iこ
おいては，ほとんど効果が認められなかった.Hb Hope 
については， IHP添加により l'は約 70%に低下したが，
主成分 HbA。に比べると IHP効果は明らかに減弱して
いる. Hb A。およびA1alにおける CO結合反応に対する
IHP効果を，一次反応プロットにより比較したのが Fig

































Fig. 7. First-order plots of CO association to Hb A1al 
(0， e) and Hb Ao (h.， 企〉ー Opensymbols 
without IHP， c10sed symbols : with 500μM 
IHP. O. 05M Bis-tr九 pH7.20，0 .1M Cl-， 20'C. 
After mixing， [HbJ : 5-6μM and [COJ 
96-100μM. Observed at 420nm. 
Fig. 8. First-order plots of (a) 0， dissociation from 
and (b)O， association to βHope (0) and βA 
〔ム). O.lM phosphate， pH 7.0， 20'C. (a) 
[HbJ : -3μM and [N a，S，O，J : 6mM after 
mixing. Observed at 415nm. (b) [HbJ : 3-4 
μM and [O，J : 44μM after mixing. Obs巴rved
at 430nm 
Table 4. Effect of pH on the ligation rate constants of human glycosylated minor 
h巴moglobins(A1C， Alb， A1a2， A1al) and a variant h巴moglobin(Hb Hope) 
Hemoglobins 
pH 7.20 pH 7.60 
k k， k k， 
(S-I) (cl) (μM-1s-l) (cl) (cl) (μM-1s-l) 
A'al 97， 23' 23 0.10 85， 23* 21 0.12 
A'a2 95， 26' 23 0.18 80， 25ヰ 2 0.18 
Alb 3 19 0.20 28 15 0.23 
A1C 29 15 0.25 23 1 0.27 
A。 34 18 0.15 24 12 。目20
Hb Hope 77， 21申 21 0.11 63， 18' 17 0.13 































今回， β鎖に特異的な構造修飾をもっ 5種類の Hb









れたと考えてよ L、(Fig.2). Acid hybridization法によ
り，これら微少成分における構造修飾は β鎖に限局して




Table 5. The rate constants for th巴 r巴action
with oxygen of th巴 isolatedchains 
from Hb A and Hb Hop巴 andP50 
calculated therefrom 
Chain 
k k'x 10-6 P50 
(c') (M-1s-1) (mmHg) 
ι，̂* 19.3 38 0.28 
β̂ * 12.3 42 。目16
βHope 47.6 36 。73
k : the O2 dissociation rate constant， k' : the O2 
association rate constant. 
O.lM phosphate (pH 7.0)， 20'C. *: resu1ts from 
the preceding paper15 
P50 calcu!ated from the rate constants， k and k'. 
2. O2平衡特性と O2反応速度特性との対比
グリコ、ンノレ化 Hb(A1a1，A1a2， A1b， A1C)は主成分 HbA。
に比べ，協同性(へム間相互作用〕と O2親和性の低下，
IHP効果や Bohr効果等ヘテロトロピック効果の減弱
などの O2平衡機能変化を示す(Figs.3 & 4， Table 






る(Figs.6& 7， Tables 2 & 3).特に HbA1a1， A1a2に
おいては，両効果とも完全に消失していることがわかっ
た.これらの結果は，O2平衡に関してえられた結果とよ
く一致する • pHの効果についてみると， pH上昇に伴
い， Hb A。においては kの低下と l'の上昇がみられるが，
各微少成分ではkの低下は同様にみられたものの〔ただ




ては， DPG-IHPの存在下， HbA。の場合に比し l'に対
する効果に減弱をみたのは上記と同様で、あるが，グリコ








ると思われる (Fig目 5，Table 2). 
ヘムたんぱくーガス状リガンド結合の反応速度論 (351) 
3. Hb Aral> Hb Ara2， Hb Hopeの O2解離反応にお
ける 2相性
Hb Aral> A凶においては 2相性の O2解離反応が観測
され，速い相と遅い相の O2解離速度定数 k(pH7.2)は
それぞれ 94-97s 九23-26S-1となり，間 Hbでほぼ同
じ値を示した(Fig.5， Tables 2，3，4).この値は， DPG 
-IHPの有無により変化しないが， pHの上昇により明

















5). Hb Hopeの α鎖は HbA。のそれと同じであるか
ら， kは aA と同じ 19.3S-1であり， Hb Hop巴における





経過は 1相性となる. 2) Hb Ara1 (alβf凶)， Ara2(alβ 
~la2) ， Hb Hope(alβrOpe)の場合， β鎖における構造修
飾の結果，構成サブユニットの k値聞にβHopeで実証し
たように大差が生じ，反応経過は2相性となる.3)βH叩 e




4. グリコ‘ンノレ化 Hbおよび HbHopeにおける構造
一機能連関
グリコシル化 Hbは，たんぱく一次構造に関し主成分
HbA。と全く同じであるが， β鎖 N末 dーアミノ基に糖
あるいは糖リン酸化合物が共有結合した化学修飾 Hbで
あるとされている2.2).Hb Arcで、は， β鎖 N末 αーアミノ
基がグノレコースと Schiff塩基を形成し，さらに
Amadori転位 (Amadorirearrangement)を経て共有結










Val，β2 His，β82 Lys，β143 HiS)23)への DPGや IHP
の結合が阻害され， DPG-IHP効果の低下が期待され
る.今回， O2平衡(Fig.4)のみならず，反応速度論的に





















Hb Hopeは， β鎖にアミノ酸置換を有する異常 Hbで
ある(β136Gly→Asp) 8.26).β 鎖におけるこのアミノ酸
置換がβ鎖 k値の増大，a-β鎖間の k差をもたらし， 2 
相性O2解離反応の原因になることは明らかである(Fig.
5， Tables 2 & 5).置換部位はβ136で， DPGその他
のアロステリッグ・エフェクター結合部位と直接の関係
はなく，また Hbの機能発現に重要な関わりをもっとさ
れる ajβ1 ないし mβ2 接触部位21)~こも関与していない.
おそらく β136Aspのcoo-基と β1Valの a-NHt
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136位でのこの置換が DPG-IHP効果のみならず， pH 
効果の低下(Table4)に関与している可能性も考えら
れる

















(2) 微少 Hb成分の O2平衡は，A，町 An;，A1a2， AJa1の
1煩に，協同性， O2親和性ならび、にヘテロトロピック効果
〔アニオン効果，DPG効果など〕の低下を示した.とりわ
け， AIa1および Ala2~こおいては， DPG効果がほとんど消
失していた.




Hb Hopeでは， l'に対する DPG-IHP効果が明らかに
低下していた.
(4) Hb A'a1> Hb A'a2' Hb HopeのO2解離反応は 2
相性を示し，遅い相の k値は，各 Hbとも，ヒト成人ヘ
モグロピン(HbA)の単離 a鎖(aA)での値とほぼ一致
した.また， Hb Hop巴の単離β鎖(βHope)のk値は Hb
Aの単離β鎖(βA)での値の 4倍弱であった.
(5) 以上の結果から，ともにβ鎖に構造修飾を有す
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